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Virusrezisztencia indukalasa arpaban
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A hazankban termesztett gabonafajok kéziil a harmadik legfontosabb névényiink az arpa.
Jelentos a soripari és az abraktakarmanynak tortéend felhaszndlasa is. Az oszi arpat a
gabonaféléket karosito virusbetegségek koziil a Buza torpiilés virus (WDV - Wheat Dwarf
Virus) fertozi a leggyakrabban, mely egyuttal jelentos termésveszteséget és mindségi
karosodast is okoz. A virus kizarolagos vektora a Csikos gabonakaboca (Psammotettix
alienus Dhalb.), amely perzisztens modon terjeszti a korokozot. A virus lekiizdésére
mindeziddig nem dllnak rendelkezésre megfelelo rezisztenciat biztosito gének.
Kutatocsoportunk a virusrezisztencia indukalasara az RNS csendesités (RNA-silencing) néven
ismert technologiahoz fordult. Ennek létrehozasdhoz az drpa sajat miRNS génjeit vettiik
alapul, melyeket molekularis modszerekkel a virusra specifikus szekvenciakkal lattunk el. A
WDV virusnak tobb valtozata ismert, melyek szekvenciai az NCBI adatbazisban rendelkezésre
célszekvencidi atirodo és egyben konzervativ szekvencidak legyenek. Ugyanezen szempontot
figyelembe véve tobb mesterséges miRNS (artificial miRNS- amiRNS) konstrukciot hoztunk
létre melyek a transzkriptalodo virusgenom kiilonbozo szegmenseit veszik célpontba.

A miRNS technologia egyik nagy jelentosége abban rejlik, hogy az altala létrehozott
tulajdonsag manifesztalodasahoz nincs sziikség fehérjére. Tehat az igy létrehozott névények
nem termelnek (faj-)idegen fehérjéket, enzimeket, csupan egy 21 nukleotid hosszusagu RNS
molekulat, amely a csendesiteni kivant (virus) gén bizonyos szegmensével komplementer.
Mindezt tovabb gondolva a fontosnak tartjuk, hogy az dltalunk — drpa miRNS génekbol —
eloallitott mesterséges miRNS konstrukciot drpa iranyitdo szekvencidakkal (promoter,
terminator) lassuk el.

Az elkészitett vektorkonstrukciot Agrobacterium-ra alapozott modszerrel juttattuk be az arpa
kalluszok sejtjeibe, melyekbol novényt regeneraltunk.

A transzgénikus arpavonalak virusrezisztenciara torténd teszteléset WDV-t  hordozo
Psammotettix alienus Dhalb. imagokkal teszteljiik mikroizolatorokban.

A harom és fél éves kutatomunka eredményeit révid irodalmi dttekintést kovetoen az
alabbiakban foglaltuk ossze.
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1. A kutatas irodalmi hattere, megalapozasa
1.2 RNS alapu géncsendesités

Az RNS alapti géncsendesitést indukald kis RNS molekuldk alapvetden kétféle mddon
johetnek 1étre. Az egyik utvonal, ha egy hossza kettds szala RNS molekulabdl alakulnak ki a
21-24 nukleotid hosszusagu, tgynevezett siRNS molekuldk. A mechanizmust beindito kis
RNS-ek masik csoportjdt a miRNS-ek képezik, melyek egy egyszalai RNS molekula
masodlagos szerkezetének kialakulasat kdvetden jonnek létre.

1.3 Kis interferalé RNS-ek (siRNS)

Adaptiv, szekvencia specifikus RNS
degradacios rendszer, amely szerepet SRR
jatszik az idegen genetikai elemek | J R

(transzpozonok,  virusok, stb.) elleni I 20 - 24 nt sIRNAs
védekezésben ¢s a genom sértetlenségének ‘

megbrzésében (BAULCOMBE, 2005). A .
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A géncsendesitési mechanizmus soran a DICER elnevezésti RNaz 11 tipust enzim kicsi, 21-
24 nukleotid hosszusagi dsRNS molekulakka, ugynevezett siRNS-ekké darabolja a hosszu,
dupla szalo RNS molekuldkat. A ndvényekben felhalmozodo siRNS-ek beépiilnek az RNS
interferencia végrehajté komplexébe, a RISC-be (RNA-induced Silencing Complex), amely a
siRNS-ek altal specifikusan degradalja a vele homologiat mutatdé RNS szalakat (SILHAVY AND
BURGYAN, 2004).

1.4 Mikro RNS (miRNS)

Az RNS csendesités a miRNS-ek altal fontos szerepldje a
ndvényi endogén génszabalyozasnak. A miRNS-ek targetjei
altalaban mRNS-ek.

A novénylt miRNS lokuszokrél polyA véggel, és metilalt-
guanozin sapkaval ellatott transzkriptumok szintetizalédnak
az RNS polimerdz II enzim altal, melyekrdl fehérje nem
transzlalodik. A 1étrejové  pri-miRNS  molekuldk a
sejtmagban hajtliszerli (stem-loop) struktarat vesznek fel. A
duplaszalt pri-miRNS-ek eldszor pre-miRNS-¢ (prekurzor)
hasitddnak az RNaz IlI-szerti DICER enzim altal, majd egy
kovetkezd 1épésben a DICER ~21 nukleotid nagysagu
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duplaszali miRNS-ké hasitja Oket, 1étrehozva ezzel a miRNS-miRNS* duplexet, melybdl a
»csillag szal®“ elimindlodik, a miRNS pedig beépiil a RISC-komplexbe. A RISC-miRNS
komplex felismeri a miRNS-sel komplementer RNS-eket és hozzajuk kapcsolodik. Ezzel
gatolhatja az azokrol torténd fehérje szintézist, illetve degraddlhatja azokat. A miRNS-ek
célpontjai sokszor transzkripcios fehérjék mRNS-ei (BARTEL, 2004).

Mindezen ismereteket alapul véve virusrezisztencia kialakitasara a kutatok tobbféle modszert
is kidolgoztak.

1.5 IR (Inverted Repeat)-kozvetitette virus rezisztencia (siRNS)

Ebben az esetben a transzgén olyan szekvencia elemeket tartalmaz, amelyek virusbol
szarmazo szekvencidk IR (forditva ismétlddd szekvencia) valtozatai. A transzgénrdl 1étrejovo
hosszu RNS molekula komplementer szekvenciai egymassal hibridizalnak. A kétszala RNS
molekulat a DICER enzim 21-24nt nagysagu kétszali RNS-ekké hasitja (siRNS), melybdl az
egyik szal elimindlodik. Az siRNS-ek beépiilve a RISC-komplexbe hibridizalnak a veliik
(siRNS) konstrukciok felhasznaldsaval hatékony virusrezisztenciat érhetiink el (HELLIWEL ES
WATERHOUSE, 2005). A moddszer hatranya, hogy az IR szekvencidkkal Iétrehozott
géncsendesitési mechanizmus eddig ismeretlen okokbdl homérséklet-fiiggdséget mutat — 15
°C alatt csokken az aktivitasa - (SZITTYA ET AL., 2003), illetve, hogy az ilyen konstrukciokrol
szamos siRNS molekula alakul ki, amely megndveli annak az esélyét, hogy a
gazdandvényben mas, nem kivant géncsendesitési folyamatokat is megvalositson.

1.6 Mesterséges miRNS technologia (Artificial miRNA — amiRNA, amiRNS)

Egy masik jarhato ut, ha egy olyan transzgén konstrukciot hozunk létre, amelyrdl egy ismert
(a novényi génszabalyozasban résztvevd) miRNS prekurzor segitségével egy virusra
specifikus miRNS-t termeltetiink. A miRNS prekurzort PCR-mutagenezissel oly moddon
alakitjuk at, hogy az arrél éré mesterséges miRNS-ek (amiRNS) a RISC-komplexbe épiilve

crer

A modszer eldnye az IR technologidval szemben, hogy a miRNS nyujtotta géncsendesitési
mechanizmus nem mutat homérséklet-figgdséget (SZITTYA ET AL., 2003). Arpa
szempontjabol ez a technologiai elény dontd jelentdségli, ugyanis az agresszivebb WDV
fertdzés a hidegebb, 6szi idészakra tehetd.

1.7 Wheat dwarf virus (Buza torpiilés virus) Mastrevirus
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A Bugza torpiilés virus a Geminiviridae csalad Mastrevirus
nemzetségének tagja.

A virion egy egytagu, egyszalu, cirkularis DNS molekulat
tartalmaz. Genomja 4 fehérjét kodol: V1 - kopenyfehérje (CP); V2

- mozgasi fehérje (MP); C1 — Rep; C2 — RepA. A genomon SIR
elhelyezkedd két nem kodolo régionak (LIR és SIR) a
replikacioban és az atirasban van szerepe. R S———
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2. Anyag és modszer
2.1 Virus mintak begyiijtése, virusgenom osszehasonlitas

A kompolti Fleischmann Rudolf Kutatointézet gazdasagabol begytijtottilk a Buza
Torptilés Virus (Wheath Dwarf Virus — WDV) tiineteit mutatd arpa névényeket, melyekbol
DNS-t vontunk ki.

A Novényvédelmi Kutatd Intézetbdl Dr. Tobias Istvan rendelkezésiinkre bocséjtotta az altaluk
klonozott és leirt WDV-h07-es arpat fert6zo virustorzset (FM210034).

Az internetes NCBI adatbazisban ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov ) fellelheté valamennyi
WDV darpa torzs szekvencidjat 6sszehasonlitottuk atirddo konzervativ szekvencidk keresése
érdekében, amiket foként a virus replikaz és mozgasi fehérje génjeiben (C1, C2, V2) talaltunk
meg.

Mivel a virus arpa térzse genom szinten igen nagy egyezést mutat a vele kozeli rokon BDV
(Barley dwarf virus) virus arpa torzsével (95-99%), illetve a WDV virus baza torzsével (83-
85%) (TOBIAS, 2008) az Osszehasonlitasba bevontuk ezen virus torzsek replikdz és mozgasi
fehérje génjeit is.

2.2 Arpa miRNS gének felkutatasa, tesztelése

Internetes miRNS adatbazisbol (www.mirbase.org) kivalasztottunk harom arpa
miRNS prekurzort, melyeket az NCBI EST adatbazisaba illesztettiink. Az igy megkeresett
pri-miRNS-ekre primereket terveztiink és klonoztuk azokat. A késdbbi atalakitas szempontjait
figyelembe véve harom arpa miRNS gént (hvu-mirl59a; hvu-mirl71; hvu-mir397) izolaltunk.

Arpa total RNS kivonast kovetden a kivonatbol reverz-transzkriptaz enzim segitségével cDNS
konyvtarat hoztunk létre. Amely templatul szolgalt az altalunk kivalasztott miRNS-ekre
specifikus primerekkel végzett PCR reakcioban. A sikeresen izolalt miRNS-eket
Agrobacterium-ban is replikdlodd, binaris vektorba helyeztik CaMV 35S promoterrel és
terminatorral ellatott konstrukcioba. Agrobakteridlis infiltracioval Nicotiana benthamiana
ndvényekben tranziensen mukodtettiik a kiterjesztett pre-miRNS-eket tartalmazo vektorokat.
A dohany novények levelébdl RNS-t vontunk ki, amit poliakril-amid gélen megfuttattunk, és
membranra blottoltunk. Northern hibridizacidval meggy6zddtiink rola, hogy a kloénozott
miRNS-ekrdl érnek-e a 21 nukleotid nagysdgt miRNS-ek (/. abra). A Northern hibridizacid
eredményei pozitivnak bizonyultak, az infiltralt névények leveleiben szignifikansan tobb
miRNS képzddott, mint a kontroll névények esetében.

Tovabbi PCR reakcidval amplifikaltuk a pre-miRNS-eket, melyeket szintén binaris vektorba
ligaltunk és agrobakterialis rendszerben dohany ndvényben teszteltiink.
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hvu-miR159a hvu-miR171 hvu-miR397
1 2 K 1 2

1 2 K

1. dbra: Kis-RNS Northern hibridizdacio radioaktiv probaval (1 :kiterjesztett prekurzor, 2: sziik prekurzor,
K- kontroll infiltralt novény)

A legnagyobb mértékii kis-RNS felhalmozodast a hvu-mirl71-es prekurzor esetében
tapasztaltuk. A hvu-mirl59a prekurzornal 22 ¢és 24 nukleotidos tartomanyban is detektaltunk
kis-RNS felhalmozodast, illetve a hvu-mir397-es esetében a sziik prekurzorrél nem sikeriilt
kis-RNS-t termeltetniink. Mindezek alapjan a tovabbiakban az arpa hvu-mirl71-es
prekurzorat hasznaltuk fel a kisérleteinkben.

Erdemesnek tartjuk itt megjegyezni, hogy a www.mirbase.org miRNS adatbézisban lekozolt
arpa hvu-mirl71-es miRNS (MI0016461) szekvencidja nem egyezik teljes egészében az
NCBI adatbazisban railleszkedé EST szekvenciaval (CA009309) illetve az altalunk izolalt és
megszekvenalt szekvenciaval sem. Ezért a tovabbiakban a munkéankat az utobbi, megegyezd
szekvenciakra alapoztuk.

2.3 Az arpa hvu-mirl71-es prekurzoranak mutagenezise

A prekurzoron a 21 nukleotidos miRNS és annak komplementer (csillag) szalanak kozelében
pontmutéacidkat hoztunk 1étre, amelyekkel egyedi hasitohelyeket (BstEIL, Mlul) generaltunk
(2. és 3. abra) mind a prekurzorra, mind a bindris vektorra (pC61K) tekintettel. A mutaciokat
ugy hoztuk 1étre, hogy a prekurzor masodlagos szerkezete ne valtozzon meg. Erre a késébbi
atalakitds megkonnyitése szempontjabol volt sziikség, hogy minél kisebb PCR oligokkal
képesek legylink a modifikaciora.
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3. dbra: Modositott hvu-mirl71-es prekurzor masodlagos szerkezete (a piros nyilak a pontmutaciok helyeit
Jjelolik)

Az atalakitast kovetéen Northern hibridizacioval meggydzddtiink arrdl, hogy a moddositott
prekurzorrol torténd miRNS felhalmozddasban nem tortént-e valtozas (4. dbra)

4. abra: A modositott hvu-mirl71 prekurzor Northern hibridizacioja (1: vad hvu-mirl71; 2: modositott hvu-
mirl7IMOD, K: kontroll infiltralt névény)

2.4 Mesterséges miRNS konstrukciok épitése (amiRNS)

A virusra specifikus amiRNS-eket egy internetes , OFF-target” keres§ program
(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/) segitségével megvizsgaltuk arra vonatkozéan, hogy
azok okoznak-e az arpaban nem kivéant géncsendesitési folyamatokat.
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A kivalasztott arpa miRNS prekurzort Rebecca Schwab és mtsai (2006) altal leirt szempontok
alapjan alakitottuk at, hogy azokrdl a virusra specifikus amiRNS-ek processzalodjanak.

A mesterséges miRNS génekrdl kialakuld, WDV virus replikaz és mozgasi fehérje génjére
specifikus amiRNS-eket Northern hibridizacioval detektaltuk.

A hvu-miR171-es prekurzort alapul véve megterveztikk ¢és megszintetizaltattuk az ot
mesterséges miRNS gént tartalmazo polycisztronikus konstrukciot, amelyet CaMV 35S
promoéter és terminator kozé ligdltunk, majd Nicotiana benthamiana ndvényekben
agroinfiltraciéval termeltettiink. A dohdny ndvény levelében processzaldodd amiRNS-eket
Northern hibridizacio segitségével radioaktiv DNS oligoval detektaltuk.

2.5 Inverted-repeat konstrukcio épitése

Epitettiink egy WDV replikdz specifikus inverted repeat konstrukcidt. Amelyet eldszor Ggy
terveztiink meg, hogy a két komplementer szekvenciat a binaris vektor (pCambia2300) multi
cloning-site-janak két végére illesztjiikk be. Mivel az antiszensz részét az IR konstrukcionak
egyszer sem sikeriilt beligdlnunk, ezért el6szor egy ,,spacer” szekvenciat ligdltunk a WDV
replikaz szekvencia mellé, majd egy kovetkezd ligalassal beleillesztettiik annak antiszensz
valtozatat. Tobb olyan klont is kaptunk, amibdl kirekombinalodtak darabok. Egy klont
talaltunk, ami megfelelonek bizonyult a szekvenalasok alapjan, viszont a GFP-target szenzor
kisérletekben negativ eredményt kaptunk. Mivel az eleve precizebb ¢s hatékonyabb miRNS
alapu technologiaval tobb eredményt értiink el, ugy dontdttiink, hogy az energiat és a pénzt a
tovabbiakban erre 0sszpontositsuk.

2.6 A mesterséges miRNS-ek bioldgiai aktivitasanak tesztelése

Ahhoz, hogy a mesterséges miRNS-ek biologiai aktivitdsarol meggy6zdédjliink egy
GFP alapu target-szenzor konstrukciot épitettiink. Az mGFP5 gén 3’-nem transzlal6do
régidjaba fuzionaltattuk a WDV specifikus amiRNSek target szekvenciit. Igy az errél
transzkriptalodd RNS tartalmazni fogja azokat a replikdz és mozgdasi fehérje szekvenciakat,
melyeket a RISC-komplexbe épiilt amiRNS-ek felismernek, majd degradaljak azokat. Ha az
amiRNS-ek nincsenek jelen, a szenzor RNS-rdél biologiailag aktiv GFP fehérje képes
transzlalodni.

A konstrukciot pBIN61GFP vektorban hoztuk 1étre.

2.7 Agrobacterium-Kozvetitett WDV fertozés

J. N. E. RAMSELL (2009) és munkatarsai alapjan laborunkban meghonositottunk egy
Agrobacterium-kozvetitett virusfertdzési rendszert a Tobids Istvantol kapott WDV-h07-es
virustorzsre alapozva. A konstrukcid 1ényege, hogy egy binaris vektor (pPZP-201) T-DNS
hatarszekvenciai koz¢ a virust 1,5-szeres méretében klonozzuk. Az Agrobacterium-fertdzést
kovetéen a novény sejtmagjaba jutdé T-DNS-r6l homoldg rekombinéacidval képes kialakulni a
biologiailag aktiv cirkularis DNS virus.
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A létrehozott konstrukciot (pPZP201WDV-h07 1,5MER) tartalmaz6é agardz taplemezen
feln6tt AGL-1 Agrobacterium-mal elére vizbe aztatott Golden promise arpa magokat kentiink
be. Ezt kdvetden a magokat egy 0,3 mm atmérdji tlivel 3-5-sz6r megszurkaltuk az embrio
kornyékén, majd egy napos inkubaciot (23 °C, sotétben) kovetden liveghazba kiiiltettiik dket.
A novényeket 4-5 hét elteltével Southern és Northern hibridizacionak vetettiik ald a virus
kimutatasara vonatkozodan.

2.8 Rovarvektoros virusatviteli kisérletek

Az Agrobacterium-kozvetitett virusfertdzési kisérletekbdl kikeriilt 10 fertdzott ndvény
levelére mikroizolatorokat helyeztiink, melyekbe 3-5 Csikos gabonakabocéat (Psammotettix
alienus Dhalb.) helyeztiink el. Egy hét elteltével a rovarokat athelyeztiik 3-4 leveles fiatal
arpandvényekre, melyeken egy tovabbi hetet toltottek el.

2.9 Arpa promoter és terminator régiok keresése

Az NCBI adatbazisban ratalaltunk két arpa ubiquitin génre (mubl, mub2). A Gausing,
K. és mtsai (1990) altal meghatarozott promoter €s termindtor régiokra PCR primereket
terveztiink. A mubl-es gén promoterét (~560 bazispar) egy GUS gént tartalmazd promoter
teszteld vektorba (pCambial391z), termindtorat (~380 bazispar) pedig egy sajat tervezési,
szintén GUS gént tartalmazd plazmidba épitettiik (pCUbilGUST::mubl). A mub2-es gén
promoterét is sikertilt izolalnunk, viszont az altalunk hasznalt Golden promise fajtaban ennek
a génnek egy mutans valtozatat talaltuk meg. A mub2-es gén promoterében egy ~100bp-os
inszerciot talaltunk. Ezt a 857 bazisparos szekvenciat is szintén pCambial391z vektorba
klonoztuk.

Egy internetes adatbazisba illesztettik a mubl és a mub? gént és ratalaltunk egy eddig
leiratlan, feltételezhetden szintén ubiquitin génre, melynek szekvencidja az ATG-t6l tobb,
mint 90%-ban megegyezett a mub génekével. Ennek a feltételezett ubiquitin génnek is

crer

ligaltuk.

Arpara alkalmazott megfeleld tranziens rendszer hiAnydban még nem tudtuk kiprobéalni a
promoter konstrukciokat. A jovoben szeretnénk ezeket a promotereket rizsben kiprobalni egy
nemrégiben megjelent cikkre (ANDRIEU et al., 2012) alapozva. A cikkben egy
Agrobacteriumra-alapozott tranziens GUS expressziot irnak le rizs ndvény levelében.

2.10 Arpa in vitro regeneracios és transzformacios rendszer

Sikeresen adaptaltuk laborunkban a Joanne G. Bartlett és mtsai (2008) altal leirt, éretlen
embriora kifejlesztett in vitro &rpa regeneracids rendszert Golden promise tavaszi tipusu
arpafajtara.
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Laborunkban meghonositottuk a szintén Joanne G. Bartlett és mtsai (2008) altal leirt
agrobakteridlis transzformacids rendszert. A megkozelitéen 1,5-2 mm nagysagu éretlen
embriokat — az axis eltdvolitasat kovetden — pCambial391Z vektort (hptll gén) tartalmazd
AGL-1 Agrobacterium torzzsel fertdztiik. Ezt kovetéen az embriok Dicamba (3,6-dichloro-2-
methoxybenzoic acid) hormont tartalmaz6, kalluszositd taptalajra keriiltek. A petricsészéket
23 °C-os sotét termosztatba helyeztiik. Harom napos inkubacids idot kovetden megkezdtiik az
Agrobacterium eldlését és a hygromicin génre (Aptll) torténd szelekciot 300 mg/l cefatoxim
¢s 75 mg/l hygromicin jelenlétében. Az embridkat 3*2 hétig kalluszositottuk ezen a
taptalajon, ezt kovetden a kalluszok atkertiltek 2,4D-t (2,4-diklor-fenoxi-ecetsav) és BAP (6-
benzil-amino-purin) hormonokat tartalmazd regeneracios taptalajra, ahol hetente passzaltuk
Oket. Harom hét elteltével a bezoldiild kalluszokat hormonmentes taptalajra helyeztiik. Az itt
fejlédo 2-3 leveles novényeket Jiffy tadpkockaba iiltettiik ki tiveghazba.

2.11 Arpa transzformaciés vektorok létrehozisa

Az eldkisérletekben hasznalt pCambia2300 alaptt bindris vektorbol (pC61K) a
polycisztronikus amiRNS-t tartalmazé 35S kazettat athelyeztik egy hptll hygromicin
rezisztencia gént hordozo binaris vektorba (pCambial300), melyet pC61HVirusBusterl71
névre kereszteltiink. Szintén pCambial300 vektorban 1étrehoztunk egy kukorica polyubiquitin
prométert (Ubil) és NOS termindtort tartalmazo transzformacids vektort, melyek kozé
klonoztuk a polycisztronikus amiRNS konstrukciot (pCUbil VirusBuster171NOS).

3. Eredmények

Klonoztunk hdrom éarpa miRNS gént, melyek koziil kivalasztottuk a hvu-mirl71
prekurzorat (138nt). Ebbdl létrehoztunk egy technologiailag konnyebben alkalmazhato
prekurzort (hvu-mirl71MOD), melyet megvizsgaltunk a miRNS érésre vonatkozdan (4.
abra), ahol azt tapasztaltuk, hogy a modositott prekurzorrol magasabb mértékii miRNS
felhalmozodast tudtunk kimutatni, ami feltehetden technikai okok miatt jott 1étre.

Az NCBI adatbazisban megtaldlhat6 WDV és BDV virusok arpa és buza térzseinek
Osszehasonlitasat kovetden azok replikaz ¢és mozgasi fehérje génjeinek konzervativ
szegmenseire 0sszesen 136 és 31 potencialis miRNS target helyet hataroztunk meg a miRNS
tervezés szabalyainak figyelembe vételével. A target helyek tovabbi kivalasztasanal az azokra
specifikus amiRNS-ek arpaban meghatarozhaté OFF-target hatasa volt a f6 szelekcids
szempont.

A hvu-mirl 71IMOD prekurzorra alapozva 10 WDV specifikus amiRNS prekurzort hoztunk
létre. A WDV virus replikazz (BWDVamiR1-8) ¢és mozgasi fehérje (BWDVamiR9-10)
génjeire specifikus amiRNS-ek target helyeit ugy valasztottuk ki, hogy azok 4&tir6do,
konzervativ szekvencidkat vegyenek célba. Ez a torekvésiink egyrészt arra iranyult, hogy a
virus mutacidja kdvetkeztében 1étrejovo rezisztencia inaktivalodas lehetdségét csokkentsiik,
masrészt, hogy a létrehozott amiRNS konstrukcidk a rokon virustorzsekre (WDV buza torzs;
BDV arpa és buza torzs) is rezisztenciat biztositsanak.
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A 10 amiRNS konstrukciot Northern hibridizacidval vizsgaltuk a kis-RNS felhalmozddasra
vonatkozoéan (5. dbra). Harom amiRNS-t (amiR4-5-7) ez idaig nem tudtunk detektalni.

M 6 K M 7 K M 8 K M 9 K M 10 K

5. abra: A mesterséges miRNSek (amiRNS) detektalasa Northern hibridizacioval (M: DecaLabel Marker; 1-10:
amiR1-amiR10)

A mesterséges miRNS-ek biologiai aktivitasdnak vizsgalatara létrehoztunk két GFP-target-
szenzor konstrukciot (pBINGFP-BWDVamiR1-5T; pBINGFP-BWDVamiR6-10T), melyek
5-5db amiRNS target helyet tartalmaztak a 3’ nem transzlal6do régidjukban. Az agro-
infiltracids kisérletekben azt tapasztaltuk, hogy a 10 amiRNS-bdl 6 volt képes szignifikdnsan
lecsokkenteni a GFP expressziot (6. abra). Azt is tapasztaltuk a kisérletekben, hogy az
amiRNS szint nincs feltétleniil Osszefiiggésben az altala 1étrehozott fenotipussal. Voltak
amiRNS-ek, melyeket alig, vagy egyaltalan nem voltunk képesek kimutatni (amiR1 amiRS5,
amiR6, amiR7), mindemellett a biologiai aktivitds kisérletben meglepden jo eredményeket
mutattak. Voltak viszont amiRNSek (amiR3, amiR9, amiR10), melyek igen nagymértéki
érést mutattak, viszont a bioldgiai aktivitasuk gyengébbnek, vagy elégtelennek bizonyult.

pBINGFP-BWDVamiR1-5T pBINGFP-BWDVamiR6-10T

6. abra: Az amiRNS-ek biologiai aktivitasanak vizsgalata agroinfiltrdcios rendszerben

10



Témavezeto: Jenes Barnabas OTKA ID: 81937

Az Agrobacterium-kozvetitett WDV fertézést kovetden 4-5 hét elteltével DNS-t és RNSt
vontunk ki a névényekbdl, majd 10 kivalasztott névényen Southern és Northern hibridizaciot
hajtottunk végre WDV replikaz specifikus probaval (7-8. dbra). A kisérletben 6sszesen 100
arpamagot inokuldltunk melyekbdl 6sszesen 80 ndvényt tudtunk felnevelni. A tiinetek alapjan
~30%-0s hatékonysagot értiink el.

7. abra: WDV replikaz Southern hibridizacio

8. abra: WDV replikaz Northern hibridizdascio

A 10 molekularisan is elemzett WDV fertdzott novényrdl Csikos gabonakabdca
(Psammotettix alienus Dhalb.) segitségével is atvittiikk a virust egészséges arpa novényre. Tiz
novénybdl csupan harom esetében kaptunk pozitiv eredményt. Ez betudhat6 talan annak is,
hogy az iiveghdzunkban folyamatos inszekticides permetezés zajlott a kisérlet megkezdése
elott, ez feltehetéen — bar az allatok nem pusztultak el — torzitja az eredményeinket. A
kozeljovoben szeretnénk kidolgozni egy ,,dupla” fertdzési rendszert, amellyel ndvelhetnénk a
rovarvektoros virusatvitelt.

Létrehoztunk két arpa transzformaciora alkalmas binaris vektort (pC61HVirusBuster171 és
pCUbil VirusBuster]1 7INOS), melyek tartalmazzak a letesztelt 5 amiRNS-t hordozé
polycisztronikus konstrukciot.

A polycisztronikus amiRNS konstrukcié az alabbi amiRNS-eket tartalmazza: BWDV-amiR1,
BWDV-amiR5, BWDV-amiR6, BWDV-amiR7, BWDV-amiR8.

A Joanne G. Bartlett és mtsai (2008) altal kidolgozott transzformdacios rendszerre alapozva
megkezdtiikk a fent emlitett vektorokkal az arpa transzformaciot. Ez idaig 5 PCR pozitiv
novényt tudtunk szelektalni, melyek tesztelése folyamatban van. Kovetkezésképpen
szeretnénk mar a TO ndvényeket aldvetni a rovarvektoros virusatvitelnek és parhuzamosan
molekularisan bizonyitani a transzgénrdl torténd amiRNS felhalmozodast.

11



Témavezeto: Jenes Barnabas OTKA ID: 81937

IRODALOMJEGYZEK

AURELIE ANDRIEU, JEAN CHRISTOPHE BREITLER, CHRISTELLE SIRE, DONALDO MEYNARD,
PASCAL GANTET AND EMMANUEL GUIDERDONI - An in planta, Agrobacterium-mediated
transient gene expression method for inducing gene silencing in rice (Oryza sativa L.) leaves.
Rice 2012, 5:23

BARTEL D. P. (2004): MicroRNAs: Genomics, Biogenesis, Mechanism, and Function. Cell
116:281-297

BAULCOMBE D. (2005): RNA silencing. Trends Biochem Sci 30: 290-300.

GAUSING,K. AND JENSEN,C.B. - Two ubiquitin-long-tail fusion genes arranged as closely
spaced direct repeats in barley. Gene, 94 (1990) 165-171

HELLIWELL C. A., AND WATERHOUSE P. M. - Constructs and Methods for Hairpin RNA-
Mediated Gene Silencing in Plants. Methods Enzymol 2005, 392:24-35.

J. N. E. RAMSELL, M. 1. BOULTON, D. P. MARTIN, J. P. T. VALKONEN AND A. KVARNHEDEN -
Studies on the host range of the barley strain of Wheat dwarf virus using an agroinfectious
viral clone. Plant Pathology (2009) 58, 1161-1169

JOANNE G BARTLETT, SiLVIA C ALVES, MARK SMEDLEY, JOHN W SNAPE AND WENDY A
HARWOOD - High-throughput Agrobacterium-mediated barley transformation. Plant Methods,
2008 4:22

REBECCA SCHWAB, STEPHAN OSSOWSKI, MARKUS RIESTER, NORMAN WARTHMANN AND
DETLEF WEIGEL -Highly Specific Gene Silencing by Artificial MicroRNAs in Arabidopsis.
Plant Cell, 2006;18;1121-1133

SILHAVY D. & BURGYAN J. (2004): Effects and side-effects of viral RNA silencing
suppressors on short RNAs. Trends Plant Sci 9:76-83.

TOBIAS, I.; Kiss, B.; PAITLL E.; THOLT, G.; SALANKI, K. — A Bliza torpiilés virus (Wheat

Dwarf Virus) arpa torzsének jellemzése és atviteli kisérletek. NOVENYVEDELEM 44 (11),
2008, 545-552

12



Témavezeto: Jenes Barnabas OTKA ID: 81937

Publikaciok
Eredményeinket az alabbi tudomanyos konferencidkon prezentaltuk:

Eloadasok:
MBK Napok, G6dollo 2011. november 10. és 2012. december 4.
MikroRNS alapu virusrezisztencia kialakitasa arpaban

Kis Andras*; Ban Rita**; Havelda Zoltan*; Jenes Barnabas*
*MezOgazdasagi Biotechnologiai Kutatékozpont, Godollo
**SZIE, Novényvédelmi Intézet

Novénynemesitési Tudomanyos Napok, Budapest, 2012. marcius 6.
MikroRNS alapt virusrezisztencia kialakitdsa arpaban

Kis Andras*; Ban Rita**; Havelda Zoltan*; Jenes Barnabas*
*MezOgazdasagi Biotechnologiai Kutatékozpont, Godollo
**SZIE, Novényvédelmi Intézet

Novényvédelmi Tudomanyos Napok, Budapest, 2013. februar 19.
MikroRNS alapu virusrezisztencia kialakitasa arpaban

Kis Andras*; Eitel Gabriella*; Ivanics Milan*; Ban Rita**; Havelda Zoltan*; Jenes
Barnabas*

*Mez0gazdasagi Biotechnologiai Kutatokdzpont, G6dollé

**SZIE, Novényvédelmi Intézet, Godollo

Poszterek:
Hungarian Molecular Life Science 2013. aprilis 5-7

Artificial miRNA-mediated virus resistance in barley

KIS ANDRAS'; BAN RITA%; EITEL GABRIELLA'; IVANICS MILAN'; HAVELDA ZOLTAN' & JENES
BARNABAS';

! Agricultural Biotechnology Centre, G5d6116

’Szent Istvan University, Plant Protection Institute, G6d6116

13



